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METOD SOM UTNYTTJAR EN NY KALIBRATOR OCH TEST KIT SOM INNE- 

HALLER KAIilBRATORN- 

Teknikomrade 

5 Satt vid metod far bestarnning av en analyt i ett prov som 
innebar att man utnyttjar biospecifika af f initetsreaktioner . I 
metoden ingS.r stegen att: 

i. man bildar ett komplex som innehAller: 

Reaktant I Analyt' Reaktant*, dar 

10 a. a. Reaktant* och Reaktant I uppvisar biospecifik 

affinitet mot Analyt', och 
b, Reaktant* ar analyt iskt detekterbar, 
varefter 

ii. man bestammer den detekterbara signalen frAn Reaktant* i 
15 komplexet (prowarde) , och 

iii. man erhdller mangden analyt i provet genom att jamfora 
prowardet med motsvarande signal (er) (kalibratorvar- 
de(n)) frin Reaktant*, som separat fAtt binda till en 
eller flera mangder av en kalibrator (kalibratormang- 

2 0 der) , vilka var och en svarar mot en kand mangd analyt 

(standardmangd (er) ) / 
Analyt' ar analyten som s^dan (i provet) eller en analytrela- 
terad reaktant, d.v.s. en tillsatt biospecifik af f initetsreak- 
tant, som ing&r i komplexet i en mangd som Sr relaterad till 

2 5 mangden analyt i provet. Reaktant* och Reaktant I kan binda A- 

nalyt' samtidigt . Detta innebar att de binder till riimsligt ^t- 
skilda bindningsstallen- 

Denna typ av analysmetoder har bland annat genomforts i s,k. 
f lodesmatriser.,__yarvid reaktanter inklusive ana lyt transporter- 
30 as i ett processflode genom matrisen {= f lodesmetodik) till en 
detektionszon dar Reaktant* fangas upp i en mangd som ar rela- 
terad till mangden analyt i provet. Uppf^ngning sker via en 
reaktant (FAngare) som ar fast forankrad till matrisen i DZ . 
F^garen kan vara Reaktant I eller en reaktant, som har biospe- 

3 5 cifik affinitet mot Reaktant I eller mot en annan reaktant, 

vilken i sin tur, eventuellt via en eller flera ytterligare 
reaktanter, har biospecifik affinitet mot Reaktant I- 
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Med reaktanter ( inkluderande analyt) , som uppvisar biospeci- 
fik affinitet (bioaffina reaktanter) avses enskilda medlenunar i 
reaktantparen : antigen/hapten - antikropp; biotin-avidin/ 
streptavidin; tvA komplementara enkelkedjor av nukleinsyra etc, 
5 Till antikroppar raknas antigen-bindande antikroppsf ragment sS- 
som Fab, F^ab)/, enkelkedje Fv antikroppar (scFv) etc. Aktuel- 
la reaktanter behover inte vara naturligt f orekommande utan kan 
aven vara syntetiskt framstallda molekyler/bindare . 

Den aktuella typen av testmetodik bar tidigare fr&nst utnytt- 
10 jats for biospecifika af f initetsreaktanter dar minst den ena i 
ett utnyttjat reaktantpar bar uppvisat proteinstruktur , spe- 
ciellt i samband med kallade immunkemiska bestamningsf or- 
f aranden . 

Biospecifika af f initetsreaktionerna utfores framst i vatten- 
15 haltiga medier (exempelvis vatten) . 

Tidigare utnyttjade kalibratorer 

I konventionell teknik bar kalibratorn ocb analyt bar ofta 
bida kunnat binda till Reaktant*. Aktuella bindningsstSllen pd 
20 kalibratorn for bindning till Reaktant* bar ofta ekvivalenta 
bindningsegenskaper med motsvarande bindningsstallen pd analy- 
ten. Detta innebar i praktiken att kalibratorn ocb analyten bar 
haft bindningsstallen, som ar strukturellt lika eller snarlika 
och korsreagerar med varandra gentemot Reaktant*. 

2 5 Bindningsstallen som korsreagerar med varandra om en given 

reaktant ar ekvivalenta. 

Kalibratormangd bar enligt tidigare kSnd teknik vanligen va- 
rit samma som standardmangd. 

Kalibratorvarden, som svarar mot olika analytmSngder/koncent- 
30 rationer (standardmangder) , bar ofta sammanstalls ofta till en 
dos-responskurva (kalibreringskurva) eller en algoritm. 

I begreppet "att jamfora ett prowarde med kalibratorvar- 
de{n)" bar aven ingAtt att jamforelsen kan ske med en kalibre- 
ringskurva ocb/eller algoritm, som svarar mot flera kalibrator- 

3 5 varden. 

Kalibratorn och analyten bar ofta varit samma substans . Un- 
dantag finnes. Vid antikroppsbestamning bar en och samma kalib- 
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rator ofta fungerat for flera antikroppsspecif iciteter fSrut- 
satt att kalibratorsubstansen valts s& att den uppvisar en 
konstant doman av den antikropp som skall bestammas. Se t.ex. 
Abbott WO 9727486. 

5 

Nackdelar lued tidigare kaxid teknik. 

Tidigare kand teknik har inneburit att man parallellt med 
prov bestamt flera kalibratorvarden genom att kora kanda mang- 
der analyt (standardmangder) pA motsvarande satt som prov. Det- 
10 ta i sin tur har lett till att 5-20% av alia kOrningar varit 
kalibrator-k5rningar. Genom att minska antalet kalibratorkSr- 
ningar, eventuellt Sven genom att minska antalet reaktionssteg 
i varje kalibratorkSrning. skulle man spara tid och AtgAng av 
reagens . 

15 Det uppstar ofta problem, som beror pA att kalibrator- och 
provlosningar har olika egenskaper och innehAll . Detta ar spe- 
ciellt uttalat vid immunologiska tester dar kalibratorn ofta 
mats i buffert och analysen av prov gors p& serum- eller plas- 
maprover. Skillnad i innehAll och viskositet gor att olika svar 

20 erhailes (mats bl.a. som "recovery- och parallellitet ) . I en 
flodesmetodik blir dessutom viskositeten extra viktig eftersom 
den pAverkar vandrings-/f ledes-hastigheten. Denna skillnad kan 
man kompensera f6r, men det g6r samtidigt systemen mera kans- 
liga fSr storningar och dSrmed okad spridning vid analysen. 

25 Andra problem for tester som utnyttjar flOden ar att flodena 
kan variera beroende p& f luktuationer i temperatur, fuktighet 
etc . 

Uppf inziingens mal. 

3 0 Ett forsta mdl med uppfinningen ar att forbSttra de kalibre- 

ringsmetoder som for narvarande anvands vid tester av det in- 

ledningsvis nSmnda slaget. 

Ett andra mdl med uppfinningen ar att forenkla anvandandet av 

kalibratorer, framst genom att minska dtgangen av reagens som 
35 behovs och/eller minska behovet av antalet matningar for att 

erhaila kalibratorvarden. 



Ett tredje m^l med uppf inningen, speciellt i samband med flo- 
desmetoder, att mojliggora kompensation f5r de skillnader 
som kan finnas mellan kalibrator- och provlosning och mellan 
k6rningar utforda vid olika tillfallen och/eller pi olika 
5 platser. 

Uppf inningen 

Vi har nu insett att dessa mil kan uppnAs om kalibratorn 
bunden till matrisen innan bestamning av kalibratorvarde pi- 

10 b5rjas enligt avsett protokoll. Denna typ av kalibrator kallas 
fortsattningsvis matriskalibrator . Uppf inningens forsta huvud- 
aspekt ar siledes en metod enligt det inledningsvis namnda for- 
farandet och har som kannetecknande drag att kalibratorn har 
bundits till en matris, som ar olSslig i det vatskemedium i 

15 vilket bindning av Reaktant* till kalibratorn sker, innan be- 
stamning av kalibratorvarde pibSrjas. Detta innebar att kalib- 
ratorn bundits till matrisen redan hos tillverkaren att mat- 
riskalibratorn levereras som en fardig komponent i ett kit. 
Bindningen mellan kalibrator och matris ar vanligen av annat 

2 0 slag an den man f&r mellan Analyt' och Reaktant I vid korning 
av prov. 

Matriskalibratorer ger stora fordelar, om transport av Reak- 
tant* till kalibratorn sker med hjalp av ett flode (processflo- 
de) i en sA kallad flodesmatris till en zon i matrisen, som in- 
25 nehdller matriskalibratorn (kalibratorzon, KZ) • 



Flodesiaatriser 

Flodesmatrisen definierar det rum i vilket reaktanterna 
transporteras . Matrisen kan siledes vara den inre ytan av en 

30_eiikel.— f lOdeskanal (exempelvis en kapillar) , den inre ytan av_en 
poros matris med genomgiende system av f lodeskanaler (poros 
matris) etc. Denna typ av raatriser kallas f IGdesmatriser . Mat- 
risema kan vara i form av monoliter, ark, kolonner, membraner, 
enskilda f lodeskanaler av kapillara dimensioner eller samman- 

35 satta system av dylika f lodeskanaler etc. De kan. aven vara i 
form av partiklar som packats i kolonnhylsor , sammanpressade 
fibrer etc. Matrisens inre yta, d.v.s. f lodeskanalernas yta. 
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bor vara hydrofila, sA att vattenhaltiga medier (framst vatten) 
kan absorberas och transporteras genom matrisen. Flodeskanaler- 
nas minsta innermAtt (for runda kanaler matt som en diameter) 
skall vara tillracklig stor for att till^tta transport genom 
5 matrisen av de reaktanter som anvSnds. Tumregeln ar att lamp- 
liga matriser finns att valja bland de som bar f lodeskanaler 
med minsta innermAtt i intervallet 0,4-1000 pn, med foretrade 
f6r 0,4-100 Jim om matrisen bar ett system av sinsemellan kommu- 
nicerande f 16deskanaler . Flodeskanaler med minsta innerm^tt i 
10 den ovre delen av det breda intervallet (upp till 1000 ^m) ar 
framst aktuella for fiaden som drivs av externt pAlagt tryck/ 
sug. 

Aktuella matriser ar ofta uppbyggda av en polymer, exempelvis 
nitrocellulosa, nylon etc. Materialet i matrisen sAval som flo- 
15 deskanalernas fysiska och geometriska utforming kan variera ut- 
ef ter flodet beroende pA vad en viss del av matrisen skall ut- 
nyttjas till (Pharmacia AB WO 9622532; Medix WO 9415215). 

I matrisen kan utefter flodet finnas en eller flera definie- 
rade zoner for applicering av prov, reaktanter, buffert etc 

2 0 (ApZ, K^Z, A3Z etc) och en eller flera zoner for kalibrator och/ 

eller detektion (KZ respektive DZ) . 

Olika f lodesmatriser, som kan anvandas i den aktuella typen 
av tester, finns beskrivna i tidigare patentpublikationer . Se 
t.ex. Behringwerke US 4,861,711, Unilever 8808534, Abbott US 
25 5,120,643 och 4,740,468, Becton Dickinson EP 284,232 och 4,855, 
240; Pharmacia AB WO 9622532; 

Pxocessfldde 

Flodets riktning ar fr&n en appliceringszon for prov och/el- 
30 ler reaktant mot befintliga kalibrator- och detektionszoner (KZ 
respektive DZ) , Exakt vilka zoner processf lodet skall passera 
bestams av aktuellt testprotokoll . Ett processf lode kan starta 
frdn en punkt med radiell spridning och en flodesfront i form 
av en cirkelperif eri eller del darav. Ett processf lode kan aven 

3 5 starta frSn en zon i form av ett band och ha rak flodesfront 

vinkelrat mot f lodesriktningen . 
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I en mindre foredragen variant utg^r processf lodet frdn en 
appliceringszon for Reaktant*, som saxntidigt ar kalibratorzon 
eller detektionszon. Flodet sprids i denna variant heist ra- 
diellt ut fr^in appliceringszonen och passerar eventuellt ytter- 
5 ligare kalibratorzoner och/eller detektionszoner . 

Fl5de genom matriserna kan Astadkommas genom kapillarkraf ters 
inverkan, exempelvis genom att man startar med en i huvudsak 
torr matris, Som hjalp kan en sugande kropp vara placerad i 
slut^ndan av flodet. Med hjalp av ett pAlagt elektriskt fait 
10 kan losta komponenter transporteras fr^n appliceringszon till 
detektions- /kalibratorzon . 

Flodet, som utnyttjas, ar heist lateralt, d.v.s. parallellt 
med matrisens ovanyta. Aven andra typer av floden, exempelvis 
djupled i matrisen, kan anvS.ndas . 

15 

Kalibrator- och detektioassonor i f 16d0sattatz-iser 

Flodesmatrisen som anvandes i den foredragna utf orandef ormen 
uppvisar en eller flera distinkta zoner med kalibrator (kalib- 
ratorzoner, KZl, KZ2, KZ3 etc). Varje kalibratorzon innehSller 
2 0 matriskalibrator i en mangd, s^dan att matsignalen fr^n Reak- 
tant* (kalibratorvarde) , som f &ngas upp i zonen nar f lode pas- 
serar, entydigt svarar mot en viss mangd analyt i provet (stan- 
dardmangd) , 

Kalibrator kan valjas pd samma satt som man tidigare valt ka- 
25 librator for de aktuella typerna av tester, Om man utnyttjar 
flodesmetodik och arrangerar s5l att provet (analyten) trans- 
porteras genom en kalibratorzon bor kalibratorn vara vald s^ 
att den ej binder till analyten. Om kalibratorn kan binda ana- 
lyt staller det speciella krav pA kalibratorzonens lage i for- 
—3 0 hAlland o fe-i-1-1- appliceringszonen for prov. Se nedan. 

Mangden kalibrator som bundits i en kalibratorzon behover in- 
te vara densamma, som den standardmangd den svarar mot. Detta 
beror p& att bindningsaktiviteten gentemot Reaktant* ofta for- 
andras, nar kalibratorsubstans bindes till en matris. 
35 Vill man bestamraa antikroppar med olika specificitet men fr^n 
samma art, av samma Ig- eller Ig-subklass ar det foredraget att 
kalibratorn uppvisar ett bindningstalle som ar unikt for arten, 
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klassen, eller subklassen. Detta betyder som regel att en ka- 
librator for bestamning av antikroppar uppvisar en epitop som 
finns i en konstant doman av de aktuella antikropparna, for 
mairanalieantikroppar framst en del av Ig(Fc). 

5 

En och samma matris kan uppvisa en eller flera detektionszon- 
er (DZl. T>Z2, DZ3 etc) tillsammans med en eller flera kalibra- 
torzoner. I detektionszonen kan komplex inneh&llande Analyt' 
och Reaktant* bindas till matrisen via den inledningsvis namnda 
10 FAngaren, som Sr fast forankrad i en DZ . 

Finns flera kalibrator- och/eller detektionszoner i samma 
f lodesmatris , uppn^s de storsta f5rdelarna med uppf inningen, om 
flera av zonerna finns utefter samma processf lode . 

Finns flera detektionszoner (DZl, DZ2, DZ3 etc) i en och sam- 
15 ma matris kan dessa svara mot olika analyter. For analyter som 
har ekvivalenta bindningsstallen kan man utnyttja samma 
kalibrator. Saknar analyterna ekvivalenta bindningsstallen fod- 
ras en kalibrator f5r varje analyt, Enklast blir det om alia 
analyterna har samma ekvivalenta bindningstalle . Samma kalib- 
20 rator, samma kalibratorzoner och samma Reaktant* kan dd utnytt- 
jas f5r alia analyter. 

Kalibratorzoner och detektionszoner kan geometriskt vara.ut- 
formade pd olika satt (rektangulara, cirkulara, linjara, prick- 
formade etc) . Relativt varandra kan zonerna ha olika konf igura- 

2 5 tion. Bra konf igurationer ar s&dana i vilka ett gemensamt flode 

konsekutivt eller samtidigt penetrerar flera zoner, speciellt 
zoner av olika slag (DZ och KZ) . Exempel p& konsekutiv penetra- 
tion ar parallella zoner placerade efter varandra i samma pro- 
cessf lode. Exempel p^ samtidig penetration ar zoner placerade 

3 0 bredvid varandra p^ samma cirkelperif eri med processf lodet ra- 

diellt spritt fr^n centrum av motsvarande cirkel. Eventuellt 
kan kombinationer av dessa varianter anvandas , d.v.s att det 
forutom zoner p& en cirkelperif eri aven finns zoner p^ perife- 
rin av cirklar som ar koncentriska till den forst namnda cir- 
35 kelperiferin. Samtidig penetration kan aven uppnAs vid rak flo- 
desfront med detektions- och kalibratorzoner, som ligger bred- 
vid varandra p^ samma avstAnd frdn processf lodets startpunkt. 
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Om flera detektionszoner- och/eller kalibratorzoner ligger i 
samma processf lode, kan matsignal for dessa zoner erhAllas i en 
och samma testkorning/reagensapplicering . Finns flera kalibra- 
torzoner i samma processfiade kan en dos-responskurva (kalibre- 
5 ringskurva) eller algoritm sattas upp for varden erh^llna for 
samma applicering av Reaktant* , En kalibratorzon som finns 
tillsammans med en detektionszon i samma flode kan fungera som 
en positiv intern kalibrator (PIK) . 

I en variant utnyttjar man en matris, som uppvisar minst en 
10 kalibratorzon {KZl, KZ2, etc (positiva interna kalibratorer) ) 
och minst en detektionszon (DZl, DZ2, etc) i kombination med 
ett eller flera separat erh&llna kalibratorvarden . De separat 
erhAllna kalibratorvardena behover inte hanfora sig till samma 
betingelser, som provet skall koras under. I den m^n separata 
15 kalibratorvarden, kalibreringskurva och algoritm ar avsedda att 
anvandas under en langre tid talar man om mas ter- varden , mas- 
ter-kurva respektive master-algoritm. 

Anv^ndningen av separat erh^llna kalibratorvarden innebar att 

man : 

20 i. lAter prov och Reaktant* passera en detektionszon (DZ) 
och en positiv intern kalibrator (PIK, KZ) i en matris, 
som uppvisar bdde DZ och KZ , 
ii, bestammer matsignalen trkn en KZ (PIK-varde, KZ) och 
fr&n DZ, 

25 iii. jamfor PIK-vardet med motsvarande separat erh&llna ka- 
libratorvarde(n) , varvid eventuella awikelser ar ett 
matt pA awikelser mellan de betingelser, vid vilka 
provet korts, och de standardbetingelser , som galler 
for det/de separata kalibratorvSrdet (ena) , 

^3 0 -iv,-~anpa^ar^ den~uppmatta -signalen- for provet (prowardet) 

till de betingelser som galler for de separat erh^llna 
kal ibratorvardena , 
varef ter man 

V, erhAller mangden analyt i provet genom att jamfora den 
3 5 anpassade matsignalen for provet med det/de separata 

kalibratorvardet (ena) . 
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Alternativt kan man anpassa de separata kalibratorvardena 
till awikelser i betingelser och sedan direkt jamfora uppmatt 
prowarde med anpassade kalibratorvSrden . Detta ar ekvivalent 
med stegen (iv) och (v) ovan (kallas vice versa i patentkrav) . 
5 I stegen (iv) och (v) ingAr givetvis att som alternativ anpassa 
motsvarande kalibreringskurva eller algoritm for att berakna 
analytniv^Ln genom att jamfora prowardet med endera av dem, 

Kalibrator- ocb detektionszon i samma processflode kommer att 
minska tidigare felkailor som berott pA skillnader i prov och 

10 kalibrator. Positiv intern kalibrator och flera kalibratorzoner 
i samma processflode kompenserar belt eller delvis for varia- 
tioner i floden mellan enskilda korningar. Spridningen i matre- 
sultatet bor kunna bli l^gre dS sAval interna som externa fak- 
torer kan kompenseras bort belt eller delvis. Problemet med att 

15 prov och kalibrator bar olika sammansattning undanrojs. For 

narpatient tester kommer den interna kalibratorn att kunna ge en 
val definierad grans for vad som ar ett positivt svar samt ge 
den kvalitetssakring, som idag saknas for dessa typer av test- 
er , 

20 Forankringen av kalibratorn till matrisen kan vara via koval- 
ent bindning eller via fysikalisk adsorption, biospecifik affi- 
nitet etc. Liksom i tidigare teknik inom omrAdet kan uppfin- 
ningen utnyttja kombinationer av bindnings typer , exempelvis ko- 
valent bindning till matrisen av en biospecifik af f initetsreak- 

25 tant riktad mot kalibratorn. Speciellt kan namnas fysikaliskt 
adsorberad eller kovalent bundet streptavidin i kombination med 
biotinylerad kalibrator, eller en pi liknande satt bunden anti- 
kropp, som ar riktad mot kalibratorn. Forankring av kalibratorn 
till ma trisen kan ske via partiklar som deponerats i/pA matris- 

30 en och till vilka kalibratorn ar kovalent, fysikaliskt adsorp- 
tivt eller biospecifikt etc bunden. Partiklarna faster till 
matrisen antingen darfor att deras storlek valts sk att de ej 
kan transporteras genom matrisen eller ocksa via fysikalisk ad- 
sorption. Se bland annat Abbott/Syntex US 4,740,468; Abbott EP 

35 472,376; Hybritech EP 437,287 och EP 200, 381; Grace & Co EP 
42 0,053; Fuji Photo Film US 4,657,739; Boehringer Mannheim WO 
9406012 . 
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FAngaren kan vara bunden till en detektionszon enligt samma 
principer som for kalibrator. I ett och samma process f lode kan 
kalibrator och Fdngare vara bundna til sina respektive zoner pd 
samma eller olika sS.tt . 

5 

Appliceringszon f6r prov (A^Z) . 

Appliceringszonen for prov kan ligga uppstroms eller ned- 
stroms kalibratorzoner, med foretrade for uppstroms. F5r det 
fall att matriskalibratorn ar vald, att den binder analyt 
10 m&ste appliceringszonen for prov ligga nedstrom matriskalibra- 
torn. Relativt detektionzoner skall appliceringszonen for prov 
i praktiska utf or ande former alltid ligga uppstr6ms . 

I vissa mindre foredragna utf or ande former kan man tSnka sig 
applicering av prov i en kalibrator- eller detektionszon. 

15 

Appliceringszon for Reaktant* (Aj^^Z) och andra biospecifika 
af f initetsreaktanter (Aj^Z) . 

Appliceringszon for Reaktant* (A^*Z) bor alltid ligga upp- 
stroms kalibratorzonerna . 

20 Finns detektionszon i processf lodet skall ordningen av appli- 
ceringszonerna for biospecifika aff initetsreaktanter 
sakerstalla att Analyt' transporteras in i sin detektionszon 
fare eller samtidigt med Reaktant* . En eller f lera reaktanter 
kan tillsattas i samma appliceringszon. Om appliceringszonen ar 

25 gemensam for prov och minst en reaktant, forslagsvis Reaktant*, 
kan applicering ske samtidigt, t.ex. genom att prov och en 
reaktant blandats innan de appliceras i zonen. Vid behov kan 
blandningen forinkuberas s& att reaktanten pA avsett satt bin- 
der till ^naiyFen eTleF~andra "kompbn'ehter "i ' provet innan appli- 

3 0 cering. Fackmannen kan med kunskap om olika protokoll latt be- 
stamma vilka zoner han behover och i vilken ordning de kan lig- 
ga. 

Om Reaktant I ar i lost form har matrisen en appliceringszon 
for denna samtidigt, som det finns en Fingare fast forankrad i 
35 detekt ions zonen. Om Fingaren fodrar ytterligare biospecifika 
aff initetsreaktanter for att kunna binda Reaktant* (se under 
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rubriken "TeknikomrAde" ) , firms appliceringszoner for dessa 
reaktanter. Appliceringszonener for Reaktant I, nar den ej ar 
FAngare, och eventuella ytterligare reaktanter luAste i vara 
placerade att Reaktant I nAr detektionszonen fore eller 
5 samtidigt med Analyt' . 

I vissa mindre fdredragna utf orandef ormer kan biospecifika 
af f initetsreaktanter (inklusive Reaktant*) appliceras i en ka- 
librator- eller detektionszon . Jamfor under rubriken "Process- 
f lode" . 

10 Reaktanter som utnyttjas i metoden kan vara f ordeponerade i 
sin respektive zon eller tillsattas i samband med att bestam- 
ningsmetoden utf ores. Fordeponering innebar att reaktanten 
ifrdga applicerats i fSrvSg pd s^dant satt att den ej sprider 
sig utanfor sin appliceringszon forran flode av vatska initie- 

15 ras i eller passerar zonen. 

Fordeponering av reaktanter kan ske p4 i och for sig k^nt 
satt. Se till exempel (Behringwerke US 4,861,711; Unilever WO 
8808534; Abbott US 5,120,643; Becton Dickinson EP 284,232). Det 
ar viktigt att man tar bansyn till att en fordeponerad reaktant 

2 0 latt skall gS i losning nar vatskapasserar genom den aktuella 

appliceringszonen. For att uppnA snabb upplosning ar det van- 
ligt att man inkorporerar/samdeponerar reaktanter i/med sub- 
stanser som snabbt gdr i losning. Denna typ av substanser Sr 
ofta hydrofila med polara och/eller laddade grupper, s&som 
25 hydroxy, karboxy, amino, sulfonat etc. Speciellt kan namnas 
hydrofila snabblosliga polymerer, exempelvis med kolhydrat- 
struktur, enkla socker inkluderande mono-, di- och oligosac- 
karider och motsvarande sockeralkoholer (mannitol , sorbitol 
_etc) -Vanlig.t„ar_att man forst belagger den aktuella applicej- 

3 0 rings zonen med ett skikt av den snabblosliga substansen, varef- 

ter reaktanten appliceras, eventuellt foljt av ytterligare ett 
skikt snabbloslig substans. Ett alternativt satt ar att inkor- 
porera reaktanten i partiklar av snabblosligt material som se- 
dan deponeras i aktuell zon av matrisen. 

35 

Zoner for buf f ert (A^Z) . 
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Nodvandiga buf f ertsystem kan ingA i losningar som tillsattes 
samtidigt med prov och reaktanter. Enligt konventionell teknik 
sker tillsats av buffert i den appliceringszon, som Sr belagen 
uppstroms alia ovriga appliceringszoner . Detta har ofta varit 
5 detsamma som provp5.sattningszon. I f 5religgande uppf inning kan 
buffert i princip tillsattas i valfri position utefter trans- 
portflodet. Se nedan. 

I en parallellt inlSmnad patentansokan "Analysf orf arande med 
10 tillsattning i tvA eller flera positioner" beskrivs en uppfin- 
ning, som i en variant ger en foredragen utf orandef orm av fore- 
liggande uppf inning. Denna patentansokan inkorporeras harmed 
"by reference" i foreliggande text, Uppfinningen i denna sepa- 
rata patentansokan baserar sig pA upptackten, att vatska fr^n 
15 tvA ef terf 51 jande zoner (AZ2 och AZl) i en flodesmatris kan 
vandra efter varandra utan att blanda sig. Detta uppnAs om man 
applicerar vatska till den nedstroms belagna zonen (AZl) f5re 
eller i huvudsak samtidigt med vatska till den uppstroms belag- 
na zonen {AZ2) . Denna upptackt har lett till att man kan uppnd 
2 0 zonvis vandring av eventuella reaktanter, som finns vatskorna, 

mot en detektionszon . Placeras appliceringszonen for prov (ApZ) 

nedstroms appliceringszonen f5r Reaktant* (A^^^Z) och vatska app- 

liceras till A^*Z och (ApZ) kan provet (analyten) vandra in i 
detektionszonen innan vatskan, som innehAller Reaktant*, gor 

2 5 det. Har man en appliceringszon for enbart vatska (buffert) 

(AgZ) mellan (A^^Z) och (ApZ) f^r man en tvatt av detektions- 
zonen DZ mellan uppf dngning av analyt och Reaktant* , En dylik 
mellanliggande buffertzon (A^Z) kan ocksA sakerstalla att en 

reaktant (inklusive analyt), som ar applicerad i en nedstroms 

3 0 belagen zon, nAr DZ fore en reaktant, som star tar frAn en upp- 

stroms belagen appliceringszon. Detta senare kan vara viktigt 
om matrisen i sig retarderar reaktanten som applicerats i den 
nedstroms belagna zonen. 

Reaktanter kan ingi i den vatska som appliceras till en zon. 
3 5 Alternative kan de vara f ordeponerade i den zon som motsvarande 
vatska skall appliceras eller i en zon som ligger mellan denna 



13 

och narmast nedstroms liggande zon for applicering av vatska. 
Prov (analyten) appliceras som regel i form av vatska. 

Derma utf Crandef orm av uppfinningen ar speciellt intressant 
for sekventiella metoder av den aktuella typen i f lodesmatris- 
5 er, d.v.s. forfaranden i vilka matrisen f5rutom kalibratorzon 
aven inneh^ller detektionszon, och dar Provet/analyten skall 
transporteras in i detektionszonen fore vatska, som innehAller 
Reaktant* . 

10 Analytiskt detekterbar resiktont (Reaktant*) . 

Vanligen erh^lles analytisk detekterbarhet f5r en reaktant 
genom att den ar utrustad med en analytiskt detekterbar grupp. 
Valkanda exempel pA ofta anvanda grupper ar enzymatiskt aktiva 
grupper (enzym, kofaktor, koenzym, enzymsubstrat etc), fluoro- 

15 fora, kromofora, kemiliamiscenta , radioaktiva grupper etc. Aven 
grupper som pdvisas med hjalp av en biospecifik af f initetsreak- 
tant brukar raknas hit, exempelvis biotin, hapten, Ig-klass-, 
Ig-subklass- och Ig-artspecif ika determinanter etc. Speciellt 
bra i uppfinningen har det visat sig vara med partiklar vars 

20 yta belagts med en biospecifik af f initetsreaktant . Partiklarna 
kan inneh&lla n^gon av nyss namnda detekterbara grupper, sAsom 
fluorofora grupper, eller vara fargade (= inneh^ller kromogena 
grupper) . Anvandbara partiklar har ofta en storlek i interval- 
let 0,001-5 |im med foretrade for 0,01-5 ^m, Partiklarna kan va- 

25 ra sfariska och/eller monodispersa eller polydispersa . De kan 
vara av kolloidala dimensioner, s.k. sol (d.v.s. vanligen sfa- 
riska och monodispersa med storlek i intervallet 0,001-1 |jm ). 
Valkanda partikulara markorgrupper ar metallpartiklar (exempel- 
vis guldsol), icke-metallpartiklar (exempelvis SiO^, kol, latex 

3 0 och avdodade erytrocyter och bakterier) . I vissa fall har man 
betonat att partiklarna skall vara icke-sedimenterbara under 
utnyttjade betingelser (Se Pharmacia AB, WO 9622532) . 

Se ytterliggare Unilever, WO 8808534; Abbott, US 5,120,643; 
Becton Dickinson, EP 284,232. 
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I samband med utvecklingsarbetet av matriskalibratorer bar vi 
averraskande funnit att bra resultat kan erh&llas om man seimti- 
digt utnyttjar: 

(a) Reaktant* dar den detekterbara gruppen ar partiklar en- 
5 ligt ovan och 

(b) En detektionszon i vilken Fingaren faster till matrisen 
via partiklar {f orankringspartiklar) , som har dimensioner 
som skulle tillAta transport av partiklarna genom matris- 
en. 

10 Vi har uppn^tt fungerande system dar markorpartiklar och for- 
ankringspartiklar haft i huvudsak samma dimension vilket inne- 
bar att med all sannolikhet kan markorpartiklarna vara storre 
an f orankringspartiklarna och vice versa sd lange som de bara 
ar mindre an de f lodeskanaler som matrisen definierar. Systemet 

15 kan fungera sAv^l med som utan f ordeponering av Reaktant*. Den- 
na utf orandef orm beskrives narmare i en samtidigt med denna an- 
sokan inlSmnad patentansokan "Analysmetod med partiklar" . Aven 
denna ansokan ar inkorporerad "by reference", Applicerat pA 
foreliggande uppf inning innebar detta att Reaktant* har partik- 

2 0 lar som analytiskt detekterbar grupp enligt a ovan och att ka- 

libratorn och/eller Fdngaren binder till matrisen via partiklar 
enligt b ovan. 

^tuella testprotokoll • 

25 Uppfinningen kan framst appliceras pd icke-kompetitiva (icke- 
inhibition) testvarianter , men aven pd kompetitiva (inhibition) 
testvarianter om dessa innebar att ett komplex bildas med en 
analyt-relaterad reaktant bunden mellan Reaktant I och Reak- 
tant*. Protokollen kan koras som simultana eller sekventiella 

3 0-varian-ter— Med—si-mu-l-tana metoder^-av-ses att Reaktant* och Ana- 

lyt' samtransporteras under minst en del av transporten mot de- 
tektionszonen och heist ndr denna samtidigt. Med sekventiell 
metod avses att Analyt' under minst en del av transporten mot 
detektionszonen vandrar fore Reaktant* och heist nar detek- 
35 tionszonen fore Reaktant*. Illustrativa exempel ges nedan. 

vser fast forankring till matrisen frAn borjan. " " avser 

bindning via biospecifik af f initet" . Det har forutsatts att 
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reaktanterna ar monofunktionella med avseende pd de bindnings- 
stallen som utnyttjas. 

&- fiandwirh-r>rotokoll : Reaktant I (= F Angara) och Reaktant* har 
5 biospecifik affinitet mot analyten (= Analyt'). x ar antal 
mol Reaktant I pd matrisen. y ar antal mol Analyt' (= mol 
Reaktant*), som fAngats upp pd matrisen via Reaktant I. 
Bildat komplex: 

Matris[-Reaktant I]^_y[-Reaktant I Analyt' Reaktant*]^ 

10 

B . Sandwi rh-protokoll : Reaktant II (= Fdngare) har biospecifik 
affinitet mot Reaktant I som i sin tur har biospecifik affi- 
nitet mot analyten {= Analyt'). Reaktant* har biospecifik 
affinitet mot analyten. x ar antal mol Reaktant II pA mat- 
15 risen, y ar antal mol Analyt' (= mol Reaktant*) som fAngats 

upp pi matrisen via Reaktant II Reaktant I. z + y ar antal 

mol Reaktant I som fdngats upp pA matrisen via Reaktant II. 
Bildat komplex: 

Matris[-Reaktant II]^_^_y[-Reaktant II Reaktant I] 

20 Reaktant II Reaktant I Analyt' Reaktant*]^ 

c. Protokoll av in Tii bi t ionstvp : Reaktant I ar analytanalog ( = 
FAngare) och har bindningss tallen som ar ekvivalenta med 
bindningsstallen pA analyten. Analyt' ar en reaktant som har 

25 biospecifik affinitet mot analyten och mot Reaktant I. Reak- 
tant* har biospecifik afinitet mot Analyt' . Analyt' ingdr i 
det bildade komplexet i en mangd som ar relaterad till mSng- 
den analyt i provet . X ar antal mol Reaktant I pi matrisen. 
y ar antal mol Analyt' (= antal mol Reaktant*), som fingats 

30 upp pi matrsien via Reaktant I. 
Bildat komplex: 

Matris[-Reaktant I] F-Reaktant I Analyt' Reaktant*]^ 

Analyter i prov 

35 Uppf inningen ar framst avpassad for att bestSmma biospecifika 
af finitetsreaktanter (analyter) av de inledningsvis namnda sla- 
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gen. Stora fordelar erh^lles for analyter som forekoinmer i mul- 
tipla former, vilka som gemensam namnare har minst ett bind- 
ningsstalle med ekvivalenta bindningsegenskaper . 

For icke-kompetitiva metoder (sandwich) kan analyten vara en 
5 antikropp riktad mot ett antigen (inklusive allergen) eller 
hapten (Testprotokoll A och B ovan) . Reaktant I a.r i detta fall 
antigenet eller haptenet mot vilket antikroppen ar riktad, och 
Reaktant* Sr en antikropp riktad mot analyten. Alternativt ar 
Reaktant* antigenet eller haptenet, och Reaktant I Sr antikropp 

10 riktad mot analyten. For icke-kompetitiva metoder kan analyten 
aven vara ett antigen, varvid Reaktant* och Reaktant I ^r anti- 
kroppar riktade mot antigenet. Som exempel pA analyt-antigen 
kan namnas immunglobulin eventuellt av viss Ig-klass eller Ig- 
subklass. Reaktant* respektive Reaktant I kan, nSr analyten Sr 

15 en antikropp eller ett immunglobulin, upp vis a biospecifik af- 
finitet mot en Ig-determinant , som ar specif ik for en Ig-klass, 
sAsom IgA, IgD. IgE, IgG eller IgM, och/eller f5r en subklass 
om sAdan finns (exempelvis IgGl, IgG2 , IgG3 eller IgG4) , och/ 
eller for en viss art. Detta innebar att Reaktant* respektive 

20 Reaktant I vanligen ar en antikropp som uppvisar n&gon av dessa 
specif iciteter, nar analyten ar en antikrop eller ett immunglo- 
bulin . . 

Kompetitiva varianter ar framst applicerbara pA analyter, som 
ar ligmolekylara. I testprotokol C ovan kan analyten vara ett 

25 antigen/hapten varvid Reaktant I ar antigenet/haptenet bundet 
till matrisen, Analyt' ar en antikropp riktad mot antigenet/ 
haptenet, och Reaktant* ar en antikropp riktad mot Analyt' , 

For uppfinnama har det varit speciellt intressant att kunna 
mata analyter vars fSrekomst och/eller mangd ar relaterad till 

3 0 autoimmun sjukdom och allergi. Speciellt intressant ar att mata 
anti-allergen antikroppar av IgE- eller IgG-klass, for de sena- 
re garna med tonvikt p^ ndgon av de namnda subklasserna. Mat- 
ning av allergen-specif ika antikroppar kan utnyttjas i samband 
med diagnosticering av IgE-medierad allergi. 

35 

Prov©r 
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Aktuella prover kan vara av biologiskt ursprung exempelvis 
frAn olika kroppsvatskor (helblod, serxim, plasma, saliv, urin, 
tirvatska, cerebrospspinalvatska etc), extrakt frAn biologisk 
vavnad, fr&n cellodlingsmedier , upparbetningsf orf aranden inom 
5 bioteknik, fr^n livsmedel, fr^n miljon (mil joanalysprover) etc. 
Proverna kan vara f orbehandlade f5r att passa till exempelvis 
matrisen, tes tprotokollet som ing&r etc. 

En andra aspekt: av uppf inningen 

10 Denna aspekt av uppfinningen avser ett testkit dar matriska- 
libratorn utgor en central punkt, Matriskalibratorn anvandes i 
analysmetoder for att overfora uppmatta signal varden (prowar- 
den) for komplexbunden analytiskt detekterbar reaktant (=Reak- 
tant*) till reala mangder analyt i ett prov i samband med att 

15 man utfor en analysmetod som uttnyttjar biospecifika affini- 
tetsreaktioner . Liksom i metodaspekten komplexbindes Reaktant* 
i en mangd som ar relaterad till m^ngden analyt i ett prov. Den 
viktigaste typen av analysmetoder, som kitet kan anvandas for, 
ar.de som uppf inningens metod anvandes for, d.v.s. metoder vid 

20 vilka man bildar komplex som inneh&ller Reaktant I Analyt' 

Reaktant*, Reaktant I, Analyt', Reaktant* och bar samma be- 

tydelse som i metodaspekten. 

Kitet kannetecknas av att det uppvisar: 

a) en f lodesmatris , i vilken det finns ett omrAde for pro- 

25 cessflode for transport av Reaktant*, och att det i det- 

ta omr^de finns 

i. en eller flera kalibratorzoner (KZl, KZ2 etc), som 
inneh^ller en till matrisen fast forankrad kalib- 
rato_r,_ varvid^angderna kalibra tor ar olika for 



3 0 minst tvi kalibratorzoner och kalibratorn uppvisar 

bindningsstallen till vilka Reaktant* kan binda, nar 
Reaktant* transporteras genom en kalibratorzon, samt 
ii. uppstroms namnda en eller flera kalibratorzoner en 
appliceringszon for Reaktant* (Aj^*Z) , och 

3 5 b) Reaktant*, som eventuellt ar fordeponerad i Aj^*Z. 
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Processf lodet kan aven innehdlla (a) en detektionszon (DZ) , 
som ar belagen nedstroms eller sammanf aller med Aj^*Z och i vil- 
ken det finns en fast forankrad FAngare via vilken Reaktant* 
kan binda till DZ, samt (b) en appliceringszon for prov (A^Z) , 
5 som ar belagen uppstroms eller sammanf aller med namnda DZ . A^*Z 

kan ligga \ippstr5ms eller nedstroms eller sammmanfalla med ApZ 
(om den finns), med foretrade for uppstroms eller nedstroms. Om 
ApZ och DZ finns i samma processf 15det som kalibratorzonerna, 
sd ligger ApZ heist uppstr5ms och DZ heist nedstroms befintliga 

10 kalibratorzoner . 

Den fast forankrade reaktanten (F&ngaren) har i foredragna 
utf orandef ormer biospecifik affinitet mot analyten eller en 
analytrelaterad reaktant, som kan vara analytiskt detekterbar . 
Analytrelaterad reaktant ar framst aktuellt for kompetitiva 

15 testvarianter . 

Kalibrator subs tans valjes p& samma satt som i metodaspekten 
av uppf inningen . For de fall att vald kalibratorsubstans uppvi- 
sar biospecifik affinitet mot analyten skall raotsvarande kalib- 

ratorzon ligga uppstroms ApZ. 
20 Ytterligare detaljer om kalibratorer , zoner, reaktanter, mat- 
riser, processf loden, testprotokoll, prover etc frcimg^r ur be- 
skrivningen far metodaspekten av uppf inningen . 

Uppfinningen skall nu dsk^dliggoras med ett antal exempel som 
25 visar olika basta utf orandef ormer av densamma. Uppfinningen de- 
finieras av bifogade paten tkrav och av det som framgAr av be- 
skrivningen . 



19 

Patentexempel 1: BestAmning av bj6rkspecifik IgE med kolpartikzlkonjugat och 
med kalibrator btjnden till matrisen. 
Metoder och. mat:erial 

Adsorption av f enylde:>ctra n till nol vstvrenpart;iklar : Fenyl- 
5 dextran{substitutionsgrad: 1 fenylgrupp pA var femte monosacka- 
ridenhet = 20 %, Mw dextran 4 0 000, Pharmacia Biotech AB, Upp- 
sala, Sverige) adsorberades till polystyrenpartiklar (0,49 \mi 
Bangs Laboratories, USA) genom end-over-end inkuberingar med 
fenyldextran lost i avjoniserat vatten till 1) 5 mg/ml, 10 % 

10 partikelsuspension, RT Ih 2)5 mg/ml, 5% partikelsuspension, 
RT 1 h 3) 20 mg/ml, 1% partikelsuspension, RT over natt 15 h. 
Partiklarna tvattades darefter tvi ganger med avjoniserat vat- 
ten. Partikelsuspensionerna centrif ugerades mellan varje inku- 
bering och tvatt (12100xg, 25 min, Beckman, a-21, JA-20, 10 000 

15 rpm) . Partikelsuspensionen sonikerades slutligen (Ultraljuds- 
bad, Branson 5210, 5 min) . 

Koppllna av humant TcfK (hTa E ^ till r>o1 vstvrenpartjkel ( = 
bTrrK- p^rtiklar) : Humant IgE kopplades till f enyldextranbelagda 
2 0 polystyrenpartiklar med CDAP ( l-cyano-4-dimetylamino-pyridinium 
bromid (Kohn J and Wilchek M, FEES Letters 154(1) (1983) 209- 
210) . 

Avsaltning och buffertbyte av hIgE utfordes genom gelfiltre- 
ring (PD-10, Pharmacia Biotech AB) i NaHCO^, 0,1 M, pH 8,5. 278 

25 mg polystyrenpartiklar (enligt ovan) i 2% losning i 30 vol% 

aceton aktiverades med 4 , 2 ml CDAP (0,44 M) och 3 , 4 ml TEA ( 0 , 2 
M trietylamin, Riedel-de Haen, Tyskland) . CDAP tillsattes under 
omrorning 60 sek och TEA under 120 sek. Partiklarna tvattades 
med 30 vol% aceton och centrif ugerades vid 12100xg (25 min, 

30 Beckman, J-21, JA-20, 10 000 rpm), 25 mg hIgE kopplades till de 
aktiverade partiklarna vid inkubering end-over-end over natt 
-i-4^C. Darefter centrif ugerades partiklarna innan avaktivering 
med glutaminsyra 0,05 M och asparginsyra 0,05 M i NaHC03-buf- 
fert. Inkubering end-over-end over natt +4°C. Kopplade partik- 

35 lar tvattades med 0,1 M NaHCOs och tv^ ginger med 20 mM borat- 
buffert pH 8,5. Partikelkoncentration bestamdes spektrofoto- 
metriskt vid AgoO ^m med obehandlade partiklar som ref erens . 
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Kopplad protein-koncentration bestamdes genom att ha radioak- 
tivt humant IgE narvarande vid kopplingen och cpm-matning . 

Extraktion av t3 (biark pollen . Betula verrucosa); 1 del 
5 (vikt) bjorkpollen (Allergen, Sverige) extraherades med 10 
delar (volym) 0,1 M f osf atbuf f ert (benSmnes 1/10), pH 7,4. 
Extraktionen pAgick i 2 timmar p^ skakbord i + 4°C. Extraktet 
centrifugerades vid 4000 rpm i 1,75 timmar. Efter filtrering 
applicerades losningen pA PD-10 kolonn (Pharmacia Biotech AB) 
10 och eluerades ut i 0,1 M NaHC03, pH 8,5 (benamnes 1/14). 

Knpplina av t3-extr a Vt-- t:ill nolvs tvrenpart jkgl (t3-p^rtiK - 
j.ar) : t3 extrakt (1/14) kopplades med CDAP (Kohn and Wilchek, 
FEES Letters 154(1) (1983) 209-210) till polys tyrenpartiklar 

15 belagda med f enyldextran . Polys tyrenpartiklar (400 mg, belagda 
med f enyldextran enligt ovan) i 30 vol-% aceton, 2 % partikel- 
suspension, aktiverades med 60 mg CDAP (100 mg/ml i 30 % ace- 
ton) och 0,48 ml 0,2 M trietylamin (Riedel-de Haen, Tyskland) . 
CDAP tillfordes under omrorning och TEA tillfordes droppvist 

20 under 90 sekunder och omrorning i totalt 120 s. Reaktionen av- 
brots genom tillsats av 30 % aceton (4 ggr vol) och centrifu- 
gering vid 12 4 00xg i 35 min. Partiklarna tvattades 1 gAng med 
avjoniserat vatten. 32 ml t3 extrakt i 0,1 NaHCOj, pH 8,5 till- 
fordes 80 mg av de aktiverade partiklarna och koppling p^igick i 

25 1 timme skakbord (3 50 impulser /min) . Darefter centrifugera- 
des partiklarna innan de avaktiverades med 0,05 M asparaginsyra 
och 0,05 M glutaminsyra i 0,1 NaHC03, pH 8,5. Inkubering p^ 
skakbord over natt + 4oc. Partiklarna tvattades, genom centri- 
fugering, 11) 0,1 M NaHC03, 0,3 M NaCl, pH 8,5; 2) 0,1 M Na- 

30 acetat, 0,3 M NaCl, pH 5; 3) 0,1 M NaHC03, pH 8,5; och 4) 20 mM 

Na-borat , pH 8,5. 

Partikelkoncentrationen bestamdes spektrof otometriskt vid 600 
nm med obelagda polystyrenpartiklar som ref erens . 



3 5 Ad.qorpti o n av anti-human laE antikroDp till kolpartiHlar 

(koloartiikelkoniuaat = Reaktant*) : Monoklonal anti-hlgE adsorb- 
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erades till kolpartiklar ( splOO frAn Degussa, Tyskland) . Se 
Pharmacia AB, V70 9622532. Den fardiga suspensionen, som depon- 
erades ni trocellulosaf lak, var spadd med buffert till 400 yg 
kolpartiklar per ml. 

5 

Df^r)onerina av t3 - partiklar r)& membran i (ggt^ktionszon : 
nitrocellulosaf lak med polyesterbaksida (Whatman, 8 ym, 5 cm 
bred) applicerades 4 % av ovan t3-kopplade partiklar med Linear 
Striper (IVEK Corporation) med flodet 1 yl/s och 1 yl/cm som en 
10 rak zon. Flaken torkades 1 timme, 3 0^C, varefter flaken klipp- 
tes vinkelrat mot zonen till 0,5 cm breda remsor (Matrix 1201 
Membrane Cutter, Kinematics Automation) . 

p^ ponerina av hIrrR-nartik lar kal 3 bra torzoner : PA nitrocellu- 

15 losaflak med polyesterbaksida (Whatman, 8 ym, 5 cm bredd) depo- 
nerades som parallella kalibratorzoner hIgE-partiklar med 
Linear Striper (IVEK Corporation, USA) . Flodet var 1 yl/sek och 
1 ul/cm. Flak avsedda f5r remsor med enbart kalibratorzoner be- 
lades med sex stycken parallella zoner. hIgE-koncentrationerna 

20 i zonerna var 0, 0,84; 3,4; 14; 54,2 och 217 ng hIgE/0,5 cm. 
Innan deponeringen utfordes spaddes hIgE-partiklarna i borat- 
buffert (20 mM, pH 8,5, Dextran T5000 4,2 %w/w, sorbitol 5,8 
%w/w) . I samtliga zoner ingick aven 1% f enyldextranbelagda par- 
tiklar for att ge samma mangd partiklar i varje zon. PA separat 

2 5 nitrocellulosaf lak deponerades en zon med hIgE -partiklar (14 ng 
hIgE/0,5 cm, PIK = positiv intern- kalibrator) och i en paral- 
lell zon t3-partiklar enligt ovan (detektionszon) , Deponeringen 
skedde med samma parametrar som f6r hIgE-partiklar . Flaken tor- 
kades l_h, ^..3.0 ^C, varefter de klipptes, vinkelrat mot zonerna, 

30 till remsor pA 0,5 cm bredd (Singulator: Matrix 1201 membrane 
cutter, Kinematic automation, USA) 

Testf orf arande : Remsor monterades pA en plan plastyta. Upp- 
till (0,5 cm) pa remsan placerades ett sugande membran (bredd 3 
35 cm, Whatman, 17 Chr) . For konstant tryck lades metall tyngder pa 
de sugande membranen. Tio mm frAn nederkanten monterades en 2 
mm bred Inplastor-remsa (forklistrad polyesterf ilm) . Implastor- 
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remsan skall hindra att applicerade vatskor flyter ut over for 
stor del av membrane t . Till nederkanten av remsan applicerades 
3 0 pi prov alternativt buffert. Efter insugning av prowolymen 
sattes i tur och ordning: 15 pi buffert, 15 \il kolpartikelkon- 
5 jugat enligt ovan och 30+30 ul buffert. Bufferten var: natrium- 
fosfat 0,1 M, BSA 3%, natriumazid 0,05 %, sukros 3 %, natrium- 
klorid 0,5 %, fenyldextran 0,25 %, bovint gammaglobulin 0,05 %, 
pH 7,5. Reaktionszonernas svartningsgrad mattes som absorbans 
med ultroscan (ultroscan XL, Enhanced Laser Densitometer, LKB) . 

10 

Resultat: 

A) Aktivitetsbestamning p^ deoonerad IgE-kalibratorkurva mot 
IgE kalibratorer (24°C) korda som prov pA enskilda remsor med 
anti-hlgE antikropp i bindningszon . 

15 



Tabell 1: 

Deponerad 
mangd IgE 
0, 84 



1 

20 2 
3 

som 



25 4 
5 



3. 
14 



Beraknad 
KU/L 

0,27 

0,48 

0,71 



54. 
217 



2,7 
66,3 



Abs(xlOOO)* 

46 
109 

2 6 6 anvands nedan 

positiv intern 
kalibrator 

619 
1882 



*= absorbans pA reaktionzon efter att kolpartikel-kon jugat bar 
bundit in. 



3 0-B-)--Best-amni-ng— av~bjorkspecif ik IgE antikropp i patientprover 
korda vid 18, 24 och 37^C, med och utan positiv internkalib- 
rator (PIK) for att justera standardkurvan {kord vid 24°C) . 

Tabell 2 : Resultat (KU/L) med och utan korrigerad 
3 5 kalibratorkurva : 

Korrigerad Ej Korrigerad 
180C 24QC 37PC IROC 24^0 37f^ 



Prov 1 1,3 1,1 1,4 
Prov 2 6,9 5,5 6,7 
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0,83 1,1 1,8 
5,1 8,6 20 



Resultaten visar att det gAr att koinpensera for variationen i 
5 de enskilda korningarna genom att anvanda positiva internkalib- 
ratorer. Dessutom visar resultaten att det ar mojligt att an- 
vanda sig av f ordeponerade kalibratorer . 

Den i detta exempel visade utf orandef ormen kan modifieras sd 
10 att man uppfyller ett eller flera av foljande kriterier (a) har 
fordeponerad Reaktant* i en appliceringszon och/eller (b) har 
appliceringszon for prov belagen nerstroms eller uppstr5ms app- 
liceringszon for Reaktant*, (c) har zoner som tillAter samtidig 
tillsattning av Reaktant* och prov. 
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PATENTKRAV 

Satt vid metod for bestamning av en analyt i ett prov som 
innebar att man utnyttjar biospecifika af f initetsreaktioner 
och att foljande steg ingAr: 

i. man bildar ett komplex som inneh^ller: 
Reaktant I Analyt' Reaktant*, dar 

a. Reaktant* och Reaktant I uppvisar biospecifik 
affinitet mot analyten, 

b. Reaktant* ar analyt iskt detekterbar, 

c. Analyt' ar analyten eller en analytrelaterad 
reaktant , varef ter 

ii. man bestammer den detekterbara signalen fr^n Reaktant* 
i komplexet (prow^rde) , ocb 

iii. man erhAller mangden analyt i provet genom att jamfora 
prowardet med ett eller flera kalibratorvarden som 
vart och ett svarar mot en standardmangd analyt, 

kannetecknat av att man innan bestamning av kalibratorvarde 
har bundit kalibratorn till en matris, som ar oloslig i det 
vatskemedium i vilket bindning av Reaktant* till kalibra- 
torn sker. 

Satt enligt krav 1, kannetecknat av att matriskalibratorn 
och analyten har formdga att biospecifikt binda till Reak- 
tant* via ekvivalenta bindningsstallen. 

Satt enligt nAgot av kraven 1-2, kannetecknat av 

a) att matrisen ar en flodesmatris som uppvisar 
en eller flera kalibratorzoner (KZl, KZ2, KZ3 

0 etc) , -och - — - — - - ~ 

b) att varje kalibratorzon InnehAller matriskalibrator 

i en mangd som svarar mot en standardmangd analyt, och 

c) att man binder Reaktant* till kalibratorn genom att 
l&ta Reaktant* transporteras genom kalibratorzonerna . 



Satt enligt krav 3, kannetecknat av 

a. att tv^ eller flera av zonerna KZl, KZ2, KZ3 



etc med matriskalibrator ligger i samma pro- 
cessflode, varvid minst tvd av zonerna svarar 
mot olika standardmangd analyt, och 
b. att transport av Reaktant* for bindning till 
matriskalibrator i de olika KZ sker via det- 
ta processf lode . 

Satt enligt krav 3, kaimetecknat av 

a. att enskilda kalibratorzoner (KZ) ligger i 
separata processf loden, och 

b. att transport av Reaktant* for bindning till 
matriskalibrator i en kalibratorzon KZ sker 
via respektive processf lode . 

Satt enligt nAgot av kraven 4-5, kannetecknat av 

a, att processf lodet respektive processf lodena 
saknar detektionszon, och 

b. att man bildar komplexet i en detektionszon i ett 
processf lode, som saknar kalibratorzon och som finns 
i en matris av samma slag som kal ibrator zonerna . 

Satt enligt ndgot av kraven 1-2, kaxmetocknat av att mat- 
risen ar en flodesmatris och att det utefter ett och samma 
processf lode finns 

a. en eller flera kalibratorzoner (KZ) , var och en 
uppvisande en matriskalibrator, 

b. en eller flera detektionszoner , av vilka ingen 
sajmianfaller med nAgon kalibratorzon och i vilka 
en Fdngare ar fast forankrad och ar antingen 
Reaktant I eller biospecifik af f initesreakant som 
direkt eller indirekt kan binda Reaktant I biospeci- 
fikt, och 

c. en appliceringszon for Reaktant*, Aj^-.Z, vilken ligger 
uppstroms n&nnda KZ och DZ och till vilken Reaktant* 
kan ha f ordeponerats , 

d. en appliceringszon for prov (ApZ) vilken ligger 

i . uppstroms eller sammanf aller med en detektions- 



zon, 

ii. nedstrdms eller uppstroms eller sammanf aller 
med Aj^.Z (ApZ/Aj^.Z), och 

iii. ligger uppstroms, nedstroms eller sammanf aller , 
med en kalibratorzon, 

med foretrade for att appliceringszonen for prov (ApZ) 
ligger uppstroms bSde detektions- och kalibratorzoner , 
och att man tillsatter Reaktant* till A^^.Z, om Reaktant* e 
ar fordeponerad, och prov till ApZ, eventuellt forblandat 
med Reaktant* om ApZ och A^^^Z sammanf aller , s& att analyt 
och Reaktant* n^r DZ samtidigt eller att analyt n^r DZ fo: 
Reaktant* 

Satt enligt krav 7, kannetecknat av att processf 15det 
inneh^ller tvA eller flera av namnda kalibratorzoner . 

Satt enligt krav 7, kannetecknat av att processf lodet 
innehAller en eller tvd av namnda kalibratorzoner och 
att man erh^ller nivAn analyt i provet genom att: 

a. man har tillgdng till ett eller flera 
separat erhdllna kalibratorvarden, och 

b. man jamfor ett kalibratorvarde for en kali- 
bratorzon (Positiv Intern Kalibrator = PIK) , 
som ligger i samma processflGde som namnda 
detektionszon, med ett eller flera av de 
separat erh^llna kalibratorvardena, 

c. man anpassar matsignalen frdn detektionszonen 

till hur matsignale n for PI K awiker frdn 

de separata kalibratorvardena, varefter 

d. man erh^ller analytnivin i provet genom att den 
anpassade matsignalen fr&n detektionszonen 
jamfores med ett eller flera av de separat erh^llna 
kalibratorvardena, 

eller vice versa med avseende p^ vad som anpassas och 
jamfores i stegen c och d. 
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10. Satt enligt ricigot av kraven 7-9, kannetecknat av 

a. att ApZ ar (i) gemensain med A^^Z (= ApZ/A^Z) eller 
(ii) ligger uppstroms A^^Z, och 
5 b. att for alternativ (i) prov ar forblandat med 

Reaktant* innan det sattes till den gemensanuna 
zonen ApZ/A^^Z, eller prov sattes till den gemen- 
sainina zonen ApZ/A^^Z, soin inneh&ller fordeponerad 
Reaktant*, och for alternativ (ii) prov sattes till 
10 ApZ, som ligger uppstroms A^^Z som i sin tur inneh&l- 

ler fordeponerad Reaktant* . 

11. satt enligt nSgot av kraven 3-10, kannetecknat av att Reak- 
15 tant*, som analytiskt detekterbar grupp liar partiklar, och/ 

eller att kalibratorn och/eller Fiingare, om detektionszon 
finns, ar forankrad till matrisen via partiklar. 

12. Satt enligt n&got av kraven 1-11, kannetecknat av att ana- 

2 0 lyten ar en antikropp riktad mot Reaktant I eller mot Reak- 

tant* , varvid 

a. Reaktant* ar en antikropp riktad mot analyten och Reak- 
tant I ar ett antigen/hapten, nar analyten Sr en anti- 
kropp rik tad mot Reaktant I, och 
25 b. Reaktant* ar ett antigen eller ett hapten och Reaktant I 

en antikropp riktad analyten, nar analyten ar en anti- 
kropp riktad mot Reaktant*. 

13. Satt enligt n^got av kraven 1-11, kannetecknat av att ana- 
30 lyten ar ett antigen, och Reaktant* och Reaktant I ^r anti- 

kroppar riktade mot analyten. 

14. Satt enligt n&got av kraven 1-13, kannetecknat av att man 
utfor metoden som en del i diagnosticering av allergi eller 

3 5 autoimmun sjukdom. 
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Kit for att overfora uppmatta signalvarden for komplexbund- 
en analytiskt detekterbar reaktant (=Reaktant*) till reala 
mangder analyt i ett prov i samband med att man utfor en 
analysmetod, vilken utnyttjar biospecifika af f initetsreak- 
tioner for att bestamma mangd analyt i ett prov for att 
bilda komplex innehAllande Reaktant* i en mangd som ar re- 
laterad mangden analyt i provet, kannetecknat av att kitet 
uppvisar : 

a) en f lodesmatris , i vilken det finns ett omrAde for pro- 
cessflode for transport av Reaktant*/ och att det i det- 
ta omrAde finns 

i. en eller flera kalibratorzoner (KZl, KZ2 etc), som 
innehdller en till matrisen fast forankrad kalib- 
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rator, varvid mangderna kalibrator ar olika for 
minst tvA kalibratorzoner och kalibratorn uppvisar 
bindningsstallen till vilka Reaktant* kan binda, nar 
Reaktant* transporteras genom en kalibratorzon, samt 
5 ii. uppstroms namnda en eller flera kalibratorzoner en 

appliceringszon for Reaktant* (Aj^.Z) , och 
b) Reaktant*, som eventuellt Sr fordeponerad i A^,Z • 

16. Kit enligt krav 15, kannetecknat av att processf lodet inne- 
10 holler en detektionszon (DZ), som ar belagen nedstroms el- 
ler sammanfallande med A^^.Z och inneh^ller en fast forankrad 
F^ngare via vilken Reaktant* kan binda till DZ^ samt en 
appliceringszon f5r prov (ApZ) , som ^r belagen uppstroms 
eller sammanfaller med namnda DZ . 

15 

17. Kit enligt krav 16, kannetecknat av att A^^.Z ligger upp- 
stroms eller nedstroms eller sammmanf aller med ApZ, med 
foretrade for uppstroms eller nedstroms. 

20 18. Kit enligt n^got av kraven 16-17, kannetecknat av att den 

fast forankrade reaktanten (FAngaren) har biospecifik affi- 
nitet mot analyten eller en analytrelaterad reaktant. 

19. Kit enligt n&got av kraven 16-18, kannetecknat av att nSmn- 
25 da en eller flera kalibratorzoner ligger uppstroms D2 . 



20. Ki-t^enl4.gt--nigot-av--krav€n_16^19-,__kann0j;;ecto av att ApZ 
ligger uppstroms alia kalibratorzoner. 
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Kit for att overfora uppmatta signalvarden f5r komplexbunden a 
nalytiskt detekterbar reaktant (=Reaktant*) till reala m^ngder 
analyt i ett prov i samband med att man utfor en analysmetod, 
5 vilken utnyttjar biospecifika af f initetsreaktioner f5r att be- 
stairana mangd analyt i ett prov for att bilda komplex inneh&ll- 
ande Reaktant* i en mangd som ar relaterad mangden analyt i 
provet. Kitet kSnnetecknas att det uppvisar: 
a) en f lodesmatris , i vilken det finns ett omrAde for process 
10 flode for transport av Reaktant*, och att det i detta omrA 

de finns 

i. en eller flera kalibratorzoner (KZl, KZ2 etc), som 
innehiller en till matrisen fast fGrankrad kalibrator, 
varvid mangderna kalibrator ar olika for minst tv& 

15 kalibratorzoner och kalibratorn uppvisar bindnings 

stallen till vilka Reaktant* kan binda, nar Reaktant* 
transporteras genom en kalibratorzon, samt 

ii, uppstroms namnda en eller flera kalibratorzoner en 
appliceringszon far Reaktant* (Aj^*2;) , och 

2 0 b) Reaktant*, som eventuellt ar fordeponerad i Aj^*Z. 

Desutom beskrives anvandning av en kalibrator, som bundits i 
forvag till en matris, i samband med tester av ovan angivet 
slag, vid vilka det bildas komplex som ar minst ternara. 
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